原著 by 崎山,比早子 & SAKIYAMA,HISAKO
〔千葉医学 50，173"， 178，1974) 
依存性糖脂質合成の消失
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日
ハムスター胎児線維芽細胞 Ni12より分離したクローン (Nil2C 1，Nil 2C2)およびそ
のハムスター肉腫ウイルスでトランスフォームした細胞 (HSV-2-5)を使って静置培養と浮遊
培養における Forssmanglycolipid (GL-5)の合成を調べた。静置培養された Nil2 C 1お
よび Nil2 C 2では程度の差はあるがいずれも細胞あたりの GL-5 の量は細胞数が増加する
3〔原著 Ni12細胞クローンの浮遊培養における密度
山
要 
GL-5 HSV-2-5に従って増える。このような細胞密度と の量の相関関係は においては見ら
GL-5 Nil2 C 1 Nilれなかった。静置培養細胞で 合成における密度依存性を示した および 
2C2も浮遊培養するとその能力を失さなくなった。 
Keywords: Forssman glycolipid (GL-5) Contact inhibition密度依存性糖脂質合成， ， ， 
浮遊培養
略語一覧: GL-5: Forssman glycolipid 
ョンにともなう糖脂質の変化は， はじめて Hakomori
序 文 ら6)によって報告された。彼らは正常の BHK細胞が
腫療細胞は正常細胞の持つ増殖抑制機構を欠いている 腫虜ウイ Jレスでトランスフォームした BHK細胞より
ことがその生物学的特徴のーっとされている。すなわち も蛋白あたりの hematoside を多く含むことを発見し
in vivo においては自律増殖，浸潤，転移を起し， in た。トランスフォーム細胞が正常細胞の持つ複合糖脂質
vitroにおいては正常細胞の持つ Contact inhibition のあるものを消失したり，減少したりする現象はその後 
を示さない。このような腫虜細胞の性質の変化が部分的 Moraら7)，Robbinsら8)によっても確認された。しか
に細胞膜の生化学的変化によってもたらされるであろう しながら著者らの研究によって複合糖脂質の存在の有無
ことは，たとえば細胞同志が接触した場合まずその情報 はその細胞の腫湯原性になんら影響を及ぼさないことが
は細胞膜をとおして伝えられるであろうことを考えても 明らかとなったり0)その反面糖脂質合成における密度依
容易に想像できる。トランスフォーム細胞の細胞膜の糖 存性を消失した細胞はその腫湯原性を著しく増す1的。こ
質，糖蛋白質が正常細胞のそれと異なるという報告は近 のことは腫虜ウイルスによってトランスフォームした細
年多くなされている l叫がそれと同時にはっきりした差 胞が糖脂質合成における密度依存性を消失するという事
が検出されないという報告もあるり}。これはそれぞれ 実6，11，12)と矛盾しない。従って糖脂質合成における密度
の研究者が使用したウイルス細胞の系が異なるためとも 依存性のメカニズムを検索することは有意義なことであ
考えられる。細胞のトランスフォーメーションにともな る。 Nil 2 C 1においては GL-5の量は細胞数の増加に
う糖脂質の変化はどのような系を用いても同じような結 平行して増える 12，13)。さらにその量は細胞が分裂を行な
果が得られる変化の一つである。トランスフォーメーシ っているか否かによっては影響されない問。
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以下の実験において細胞と細胞の接触が GL-5の合成
にどのような影響を与えているかを検索した。
研究方法 
1. 培養細胞:
細胞は Ni12ハムスター胎児線維芽細胞14)より分離
したふたつのクローン (Ni12C1，Ni12C2)およびそ
のハムスター肉腫ウイルスによるトランスフォーム細胞
を使用した。これらの細胞の形態，飽和密度，脂質組成 
12，13)およびノ1ムスターに対する腫湯原性10)はほかに述べ 
fこ。
培養液には F-10培養液に 10%の割合で仔牛血清，ペ
ニシリン 100単位Jml，ストレプトマイシン 100μgJml
を加えたものを使用した。静置培養された Nil2 C 1お
よび Nil2C 2を 70mlの培養液に浮遊し，浮遊撹持培
養ピンで培養した。増殖曲線を得るために，培養液の交
換は，交換したい容量の培養液を取り出し 1000rpm，5 
分遠心し細胞を同量の新しい培養液中に浮遊して行なっ
た。静置培養における増殖曲線を得るためには 5cmの
プラスチックシャーレに 1X 104の細胞をまいた細胞が
分裂Y期にある聞は 2 3日おきに，飽和密度に達した後"， 
は毎日培養液の交換を行なった。 
2. 脂質の分離:
ベる。対照として脂質を全く含まないサンプjレを作りこ
の吸収を最高値とし，最高値の半分の溶血阻止を示す希
釈倍数をその試料の GL-5の量とした。この値に原液を
作る時の希釈倍数をかけ，その脂質を抽出した時の細胞
数で割った値を GL-5の量とし unitfcellとして表わし 
Tこ。
実験成績 
1. 静置培養細胞の増殖と GL-5の合成:
仔牛血清 10婚を加えた F-10培養液での細胞の分裂
時間は通常量の 4倍のアミノ酸およびビタミンを含んだ 
Eagle液に牛胎児血清 10%を加えた培養液におけるそ
れよりも長びく。すなわち前者においては 24時間であ
るが(図 1)後者では 18時間であった13】。図 lに示す
ごとく Nil2Clのシャーレあたりの細胞数は最高('" 
7X 106 ) に達した後減少する。この現象は牛胎児血清を
加えた Eagle培養液を使用していた時は見られなかっ
た13)。飽和密度に達した後の細胞数の減少は同じ培養液
を使用した Nil 2C 2および HSV-2-5では見られな
かった(図 2，3)。図 lに示すごとく Nil 2C 1におい 
1o~ 
250， 
r~ ，
150王I 
I ιJ ¥I適当な密度に達した浮遊培養液の 2 3 mlを取りI:U ，"， 
EI 
し2000rpm 5分遠心し細胞を集める。 さらにこの細胞 ld F F コ 
#咽QI X lnを Phosphate buffered salone (PBS) で i回洗って
• 
f 
I 
J 
ム 
10 o¥ma 
zo 
fから脂質を抽出した。浮遊培養および静置培養された細
胞からの脂質の抽出は Robbinsらの方法8)に従った。
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3. GL-5の測定:
上述のようにして細胞から抽出された脂質の一定量を
試験管にとり窒素ガス下で乾燥させる。それをの0.02ml 。 
4 6 8 10 12 14メタノーJレに再び溶かし，0.98mlのマグネシウム食塩
水を加えて撹持する。これを原被としてこの液をマグネ
シウム食塩水で 2倍段階希釈する。この希釈液に 80，000
倍に希釈した溶血素(東芝製) を 0.25mlずつ力1え 380
に 10分間おく。さらにこの混合液に 1%羊血球を 0.25 
ml加え室温に 10分間信T置する。その後十分量の補体
(東芝製乾燥補体40倍希釈液)を 0.5ml加え 380Cの湯
ぶねに 30分間おく。反応の最後に赤血球を 2000rpmで 
5分間遠心し上清のヘモグロビン量を波長 555mμ で調
Days after inoculation 
図1.静置j者養における Nil2C 1の増殖と GL-5
の合成。 シャーレあたり 1X 104の細胞をま
き，制H胞の分裂}切の間は 2 3日おき κ，細"， 
胞密度が高くなったら毎日培養液を交換し
た。細胞数は CoulterCounterで調べた。 
GL-5の量は 2回測定しその平均値を現わし
た。 GL-5の抽出および測定については研究
.…x.胞数，H.一一@制oとζ方法を参照の 
x GL-5量
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浮遊培養における密度依存性糖脂質合成の消失 
時間が延長しはじめるころは GL-5の合成はほぼ横ば
10~ 
90 い状態を示す。同じ現象は Nil2C2においても見られ
る。しかしこの細胞の場合は飽和密度に達した後の GL 
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C 希釈すると 24時間後には細胞数が1.6倍， 48時間後に
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oz った。細胞の増殖曲線と細胞あたりの GL-5量の関係
0 
コ は予想に反して複雑で、あった。しかしながらつぎの二つ
305 
のことは結論できると考えられる。第 lにはNil2C 1 
由工ト却問
の静置培養で見られたような細胞密度増加にともなう 
GL-5の増加は見られなかった。第 2に浮遊培養にうつ
してから時間がたつにつれて細胞あたりの GL-5の量
2 4 6 8 10 12 14 16 
。
は減少してゆく。浮遊培養における密度依存性GL-5合
Days after inoculation 成の消失は細胞が浮遊培養されることによって遺伝的に
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2. Ni12C 2 GL-5図 静置培養における の増殖と 
GL-5 3の合成。 の量は 回測定しその平均値
を現わした。方法は図 lの説明および研究方
GL-5法を参照 .一一.細胞数， x......xo
= 申  
 2 4 6 8 10 12 14 。 
量
13 
90 
• 
18 ~ 
帽 
モ コ  あたりの GL-5の量の最高値と最低値の差は約 5倍で
あり細胞密度依存性 GL-5合成の増加が見られると言
ってよい。 HSV-2-5細胞においては GL-5の量と細胞
密度との関係は Nil2C 1および Nil2C2におけるそ
れのごとく明らかではない(図 3)。以上の結果は J4C_ 
palmitateの24時間ラベルで得た結果と一致する J2，J3)。
ただし， Ni12C1の細胞密度と GL-5合成の関係がラ
ベJレによると対数増殖期においてほとんど平行して増加
しているのに反し，補体結合阻止反応で調べた結果はそ
れと一致しない。これはラベルで得た結果が必ずしも細
胞の GL-5の絶対量をしてはいないことを示すもので
ある。 
2. 浮遊培養細胞における密度依存性 GL-5合成の消
失z 
ガラスピンに培養した Nil2C 1をトリプシンでパラ
パラにして，..._，1.5X105 cellsfmlの濃度で培養液に浮遊
し，浮遊撹排培養を開始した。図 4に示すようにはじめ
の 10日間は細胞を希釈することなく培養液のみを交換
図 3. 静置培養における HSV-2-5の増殖と GL-5
の合成。 GL-5の量は 2回測定しその平均値
そ現わした。方法は図 lの説明および研究方
法会参照00--.細胞数， X・・….XGL-5 
量 
て細胞あたりの GL-5の量は細胞数が増すと増加する。
その増加の割合は細胞数がシャーレあたり 2X106 をす
ぎると急激に増加する。対数分裂期をすぎて細胞の分裂 
変化して(あるいは変異して)その能力を失ったのでは
なく，細胞同志の接触がないという外的条件によるもの
であることを調べる必要がある。浮遊培養にうつしてか
ら22日目の細胞を静置培養し， 分裂期の細胞と飽和密
度に達した細胞の GL-5の量を測定した。細胞あたり
の GL-5の量はいずれの場合においても非常に減少して
はいるが密度依存性は示した。
浮遊培養における Nil2C 2の増殖は Nil 2C 1よ 
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図 4. 浮遊培養における Nil2C1の増殖と GL-5の合成。静置培養された Ni12 C 1 
をトリプシンではがして 1.5xlQ5jmlの濃度で培養液に浮遊し浮遊培養を開始し
た。はじめの10日聞は細胞を希釈する乙となく培養液の交換のみを行なった。 そ
の後も飽和密度にある細胞を得fこい時は培養液のみを交換した。その方法および 
GL-5の測定κついては研究方法を参照。 GL-5の量は 2回測定しその平均値を
現わしたo .一一.細胞数， x・…・・ XGL-5量 
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図 5. 浮遊培養における Nil2 C 2の増殖と GL-5
の合成。静置培養された Nil2 C 2を 2.5X 
1Q4jmlの濃度で培養液に浮遊し浮遊培養を
開始した。培養方法， GL-5の測定について
は図 4の説明および研究方法を参照。 GL-5
の量は 2回測定しその平均値を現わした。・-e細胞数， x・・・… xGL-5量 
りもよく細胞密度も 3X 1Q5jmlに達した。この細胞の場
合も NiI2 C 1におけると同様に静置培養細胞で、見られ
た密度依存性GL-5の増加は浮遊培養細胞では見られな
考 察
細胞数の増加にともなって GL-5の量が増えるとい
う事実は HC-palmitateのラベJレ実験で明らかであっ
た1りわ。その事実を上の実験で示したように免疫学的方
法による測定でうらずけた。この方法はラベルによるそ
れと異なり，細胞のアイソトープの取りこみや代謝速度
の変化による見せかけの値を考慮する必要がなく，化学
的方法で測定した値に匹敵する。またこの反応は非常に
敏感であるため少量のサンプルで、も測定が可能であるこ
とは，化学的測定法にまさる点であろう。 
Nil 2 C 1および Nil2 C 2において GL-5の量が
細胞密度に依存して増加するという事実は，合成の上に
細胞同志の接触がある刺激的要素となるであろうことを
暗示していた。細胞と細胞が長く接触している状態のほ
とんど考えられない浮遊培養において Nil2C1および 
Nil 2 C 2が GL-5の合成に密度依存性を示さなかった
ことは上の可能性をさらに強めたと言って良い。 
Rothらは糖を含む高分子の合成に関与する酵素が細
胞質膜表面に局在しており，正常細胞においてはその合
成は細胞同志が接触することが必要であると言ってい
る15，16)。上の実験は彼らの主張を裏ずける事実となるか
)。5かった(図 もしれない。ただし彼らが調べているのは UDP-gal・ 
actoseを donorとする galactosetransferaseとその
177 浮遊培養における密度依存性糖脂質合成の消失 
acceptorとの関係であり GL-5の合成を直接見ている
のではない。 GL-5の密度依存性合成は飽和密度に達し
た細胞表面には分裂期にある細胞表面よりも trans 
ferase activityは高いが acceptor数が少ない 10)とい
う彼らの主張と矛盾する。密度依存性糖脂質合成と一般
的に言っても，個々の細胞により，また個々の糖脂質に
よって増加の仕方は非常に異なる 17)。それゆえ数少ない
系を使って限られた物質の合成を見てその現象を一般化
することは危険であろう。
本論文は学位論文の一部である。
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SUMMARY 
The synthesis of Forssman glycolipid (GL-5) 
was examined in two clones (Nil 2 C 1 and Nil 
2 C 2)of Nil 2 line and hamster sarcoma virus 
transformed derivatives of Nil 2 C 1 (HSV-2-5). 
Cells were grown both on the plastic plate and 
in suspension culture. Th amount of GL-5 
of those cells was examined during the cell 
growth by the complement 五xation inhibi-
tion test. GL-5 increased with cell growth in 
both Nil 2 C 1 and Nil 2 C 2 grown on the plastic 
plate but not in HSV-2-5. Neither Nil 2 C 1 nor 
Nil 2 C 2 grown in the suspension culture，how-
ever，showed this densitiy dependent increase of 
GL-5. Possible mechanisms of density dependent 
synthesis of GL-5 was discussed. 
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